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Beeinflussung von hyperaktiven T-Zellen durch proteolytische Enzyme 



Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Beeinflussung von hyperaktiven T- 
Zellen durch proteolytische Enzyme sowie die Verwendung proteolytischer Enzyme zur 
Beeinflussung von hyperaktiven T-Zellen. 

Bei bestimmten Infektionen Oder Krebserkrankungen Oder auch bei renalen Krankheiten 
kommt es zu einer Verschiebung von in Homoostase befindlichen verschiedenen Subpo- 
pulationen von Lymphozyten, Granuiozyten und Monozyten. Normalerweise ist der Orga- 
| nismus in der Lage, im ProzeU einer Genesung die Verteilungsgleichgewichte der Subpo- 
pulationen wieder herzustellen. 

Bei chronischen Erkrankungen, insbesondere bei Autoimmunerkrankungen und der damit 
verbundenen permanenten Belastung des Immunsystems (z.B. durch Immunkomplexe 
und im Zusammenhang mit chronisch persistierenden Virusinfektionen wie AIDS), kommt 
es im Verlauf der Erkrankung zu einer vom Organismus nicht mehr kompensierbaren Ver- 
schiebung sowohl der Gleichgewichte der Zellpopulationen als auch der Expressionsdichte 
einiger spezifischer Antigene. Allgemein spricht man hier von einer unkontrollierten Aktivie- 
rung des Immunsystems. Fur die Untersuchung solcher Autoimmunerkrankungen stehen 
Tiermodelle zur Verfugung, so dient z.B. die Induktion von allergischer Encephalomyelits in 
^ Mausen als Modell fur Multiple Sklerose, wobei die Mause nach Verabreichung von Ge- 

•hirnsubstanz bzw. bestimmter Peptide eine Autoimmunreaktion zeigen,welche sich als Pa- 
ralyse einzelner Korperteile messen laBt. 

In der letzten Zeit wurden eine Reihe von Studien angefertigt, die anzudeuten scheinen, 
dafl die Entwicklung der oben genannten Krankheiten in starkem Ausmaft von derAktivie- 
rung und Expansion spezifischer T-Lymphozyten abhangt. Sogar bei denjenigen renaien 
Krankheiten, die im wesentlichen durch Antikorper vermittelt werden, konnte eine eindeuti- 
ge Beteiligung der T-Zellen festgestellt werden. 

In Versuchen, bei denen Tiere mit Antigenen immunisiert wurden, konnte festgestellt wer- 
den, daft spezifische T-Zellen aktiviert wurden und Cytokine freisetzten. 



Cytokine sind wichtige Stoffwechselstoffe bei der Auslosung verschiedener Kranheitszu- 
stande. Es handelt sich um kleine Proteine mit Molekulargewichten von 8000 bis 30000, 
wobei jedes Cytokin eine eigene Aminosauresequenz und Zelloberflachenrezeptoren auf- 
weist. Sie werden von einer Vielzahl von verschiedenen Zelltypen hergestellt und wirken 
auf fast jedes Gewebe und Organsystem. Die Namen, die den verschiedenen Cytokinen 
gegeben wurden, folgen keinem logischen System, sondern entsprechen vielmehr ihrer 
bioiogischen Eigenschaft. IL-1 (Interleukin -1) und TNF (Tumornekrosefaktor) sind die pri- 
maren proinflammatorischen Cytokine, und aulierdem wirken diese zwei Cytokine in einer 
synergistischen Weise bei der Induktion von Entzundungen, Schock und Tod. 



Die oben beschriebene Immunreaktion derT-Zellen mit Freisetzung von Cytokinen kann 
sich z.B. als multiple Sklerose, Typ I Diabetes, rheumatoide Arthritis Oder Glomerulonephri- 
tis manifestieren, Oder auch als TransplantatabstoBung. 

Nach dem bisherigen Kenntnisstand erhartet sich die Annahme, daft die Modulation von T- 
Zelloberflachenmolekulen des Immunsystems ein besonderes Feld der Medikation darstel- 
len kann und dafl sich hyperaktive T-Zellen auf diesem Wege beeinflussen lassen. 

Der vorliegenden Erfindung lag daher das technische Problem zugrunde, ein Verfahren zur 
Beeinfluflung von hyperaktiven T-Zellen anzugeben. 



Diese Aufgabe wird durch die in Anspruch 1 angegebene Erfindung gelost. Vorteilhafte 
Weiterbildungen sind in den Unteranspruchen angegeben. 

GemafJ Anspruch 1 ist die Verwendung von mindestens einem proteolytischen Enzym und 
gegebenenfalls Rutosid zur Beeinfluftung von hyperaktiven T-Zellen vorgesehen. Das Auf- 
treten hyperaktiven T-Zellen istfurviele immunvermittelte Entzundungserkrankungen, wie 
z.B. die oben genannten Krankheiten, charakteristisch. Durch die Verwendung proteolyti- 
scher Enzyme ist daher eine Verbesserung der entsprechenden Krankheitssymptome bis 
hin zum vollstandigen Abklingen derselben moglich. 



Die Beeinflussung von hyperaktiven T-Zellen durch Proteasen funktioniert vermutlich auf 
folgendem Wege: 

Eine der Proteasen, Trypsin als Beispiel, wird im Korper einer enteropankreatischen Rezir- 
kulation unterzogen. Nachdem es vom exokrinen Pankreas sekretiert wurde, wird es vom 
Verdauungstraktlumen resorbiert und ins Blut transportiert, von wo es wieder in den Pan- 
kreas resekretiert wird. Trypsin ist ein normaler Bestandteil des Serums. Ungefahr 10 % 
von oral verabreichtem Trypsin enden schlieBlich im Blut. Wie andere Serumproteasen, ist 
Serumtrypsin an eine Antiprotease gebunden, das a2-Makroglobulin. In diesem Komplex 
ist Trypsin von einer Autoverdauung und auch von einem Abbau durch andere Serumpro- 
teasen geschutzt. Es behalt jedoch seine enzymatische Aktivitat. An Entzundungsstellen, 
an denen die vaskulare Permeabilitat lokal erhoht ist, tritt Serumprotein in den interstitiellen 
Bereich ein. Auf diese Weise wird Trypsin an der Stelle der Entzundung angereichert. 

Es wird angenommen, da& Trypsin insbesondere die Zelloberflachenmolekule CD4, CD44 
und B7-1 modifiziert, die wichtige Regulatoren der T-Zellimmunreaktion sind. Anders als 
bei seiner Aktion im Verdauungstrakt, wo Trypsin ein breites Spektrum von Substanzen 
abbauen kann, scheint seine Wirkung nur auf einige Oberflachenmofekule, unter anderem 
die gerade genannten drei, begrenztzu sein. Dies kann z.B. daran liegen, dafi in einem 
entzundeten Gewebe die Bindungsstellen fur das Trypsin durch Glykosylierung maskiert 
^ sind Oder im Proteinkern versteckt liegen. 

^^^Die oben genannten drei Zelloberflachenmolekule CD4, CD44 und B7-1 sind alle an der 
Regulierung des Grenzwerts fur eine T-Zellaktivierung beteiligt. T-Zellen greifen nur das 
Antigen an, das ihnen auf Antigen-prasentierenden Zellen dargeboten wird. Bei diesem 
Erkennungsprozefi bindet der Antigenrezeptor der T-Zelle (TCR) spezifisch an einen 
Haupthistokompatibilitatskomplex (MHC-Komplex) und ein bestimmtes Peptidfragment des 
nativen Antigens. Diese Zusammenwirkung bestimmt die Spezifitat der T-Zellerkennung. 
Es gibt einen Grenzwert, bei dessen Uberschreitung T-Zellen aktiviert werden. Die Definiti- 
on fur die Bedingungen, unter denen T-Zellaktivierung auftritt , d.h. der minimalen Signal- 
starke, die von einer T-Zelle benotigt wird, urn den Grenzwert fur ihre Aktivierung zu uber- 
schreiten, ist wie folgt: 





T-Zellaktivierung tritt auf, wenn eine minimale Anzahl an Bindungen (Ligationen) cles T- 

Zellrezeptors zu einem MHC-Komplex und Antigen in einer definierten Zeitspanne 

uberschritten wird. Diese Anzahl wird fur T-Zellen als konstant angenommen und kann z.B. 
in der Grofienordnung von 100 TCR Ligationen pro Zelle pro Sekunden liegen. Diese Zahl 
(X) definiert den T-Zellaktivierungsgrenzwert Gemafi der aktuellen Definition benotigen T- 
Zellen mit hoher Affinitat (T-Zellen, deren TCRs eine hohe Affinitat fur einen gegebenen 
MHC-Peptidkomplex besitzen) weniger Liganden (MHC: Nominalpeptidkomplexe) fur die 
Aktivierung als T-Zellen, welche eine geringe Affinitat fur das Antigen haben. 

Im Gegensatz dazu wird in der vorliegenden Erfindung davon ausgegangen, dalS derT- 
Zellaktivierungsgrenzwert kein starres intrinsisches Merkmal der T-Zellen ist, sondern 
zusatzlich eine Funktion des Aktivierungsstadiums der T-Zelle und der damit verbundenen 
Expression von co-stimulierenden Molekulen ist. Demgemafl ist die Anzahl an T- 
Zellrezeptorligationen, die fur Aktivierung benotigt wird, eine Funktion der 
vorangegangenen Interaktionen zwischen T-Zellen und Antigen, z.B. Zeitspanne seit der 
letzten Interaktion, Starke und Haufigkeit der Interaktion mit Antigen und dem 
Zusammenspiel spezieller Cytokine Oder anderer Mediatoren, die die Zellen zusatzlich 
stimulieren. Native T-Zellen, die noch keine Interaktion mit einem Antigen eingegangen 
sind, exprimieren wenige akzessorische Molekule und benotigen mehr Antigen, um 
stimuliert zu werden, als normale ruhende T-Gedachniszellen (Pihlgren et al., J. Exp. Med., 
184: 2141, 1996). Dies bedeutet, dafJ wenn fur die Aktivierung von nativen Zellen die Zahl 
X als TCR-Ligationen pro Sekunde angenommen wird, diese Zahl fur normale 
Gedachniszellen < X sein sollte. Diese Gedachniszellen sind durch fruhere Interaktionen 
mit Antigenen pra-aktiviert worden, wobei das Antigen mit der Zeit aus dem Organismus 
ausgeschieden wurde und die Zellen in ein mehr ruhendes Stadium zuruckkehrten. Sie 
behalten jedoch eine hohere Expression von akzessorischen Molekulen auf ihrer 
Oberflache und benotigen geringere Antigenkonzentrationen fur ihre Aktivierung. 

Gemafi dem dieser Erfindung zugrundeliegenden Modell sind hyperaktive T-Zellen solche 
Zellen, die relativ viele akzessorische Molekule auf ihrer Zelloberflache tragen und 
kontinuierlich durch Wechselwirkung ihrer spezifischen T-Zellrezeptoren mit Antigenen 
stimuliert sind, wie z.B. autoreaktive, Tumorantigen-spezifische, Transplantat-spezifische, 
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Allergen-spezifische oder Virus-spezifische T-Zellen, die jeweils bei Autoimmunerkran- 

kungen, Krebs, Transplantationen, Allergien Oder chronischen viralen Infektionen zu 

beobachten sind. Dabei gilt fur hyperaktive T-Zellen, daft sie schon auf weniger als 1/3 der 
Menge an Antigen reagieren, die notwendig ist, urn eine Reaktion in einer „normalen", d.h. 
nicht hyperaktiven T-Zelle auszulosen. Diese T-Zellreaktion ist durch Produktion von 
Cytokinen und Chemokinen sowie durch Proliferation Oder zellvermittelte Zytolyse 
gekennzeichnet. 

Es wird fur diese Erfindung vorausgesetzt, dali hyperaktive T-Zellen sogar weniger TCR- 
Ligationen als normale Gedachniszellen fur erneute Aktivierung benotigen, d.h. ihr 
Aktivierungsgrenzwert ist «X ( da hyperaktive T-Zellen mehr akzessorische Molekule auf 
ihrer Oberflache exprimieren, als dies bei normalen Gedachniszellen der Fall ist. Die 
Expression an akzessorischen Molekulen ist dabei proportional zum Pra- 
aktivierungsstadium der T-Zellen (Anzahl an akzessorischen Molekulen: ruhende/native T- 
Zellen < Gedachnis/aktivierte T-Zellen < Gedachnis/hyperaktivierte T-Zellen). Weiterhin ist 
die Anzahl an fur T-Zellaktivierung benotigten TCR-Ligationen umgekehrt proportional zur 
Anzahl an exprimierten akzessorischen Molekulen (X: ruhende T-Zellen < 
Gedachniszellen < hyperaktivierte T-Zellen). Da die erhohte Reaktionsbereitschaft von 
hyperaktiven T-Zellen aus ihrer erhohten Expression an akzessorischen Molekulen 
resultiert, kann die Spaltung bzw. Neutralisation dieser uberschussigen akzsessorischen 
Molekule mit Hilfe von Enzymen, z.B. Trypsin, die hyperaktiven T-Zellen funktionell den 
normalen Gedachnis-T-Zellen angleichen. Im Fall einer extensiven Neutralisation der 
akzessorischen Molekule konnen hyperaktive T-Zellen funktionell sogar an native T-Zellen 
angeglichen werden. Nachdem der Aktivierungsgrenzwert fur hyperaktive T-Zellen durch 
Enzymbehandlung angehoben wird, sollte die Dosis an vorhandenem Antigen 
(MHC/Peptidkomplexdichte auf Antigen prasentierenden Zellen), die ausreichend war, um 
T-Zellen in dem hyperaktiven Stadium zu erhalten, unter den Grenzwert fur erneute T- 
Zellaktivierung sinken, wodurch den T-Zellen erlaubt wird, aus einem hyperaktivierten 
Stadium in ein ruhenderes Stadium zuruckzukehren. Demgemafc sollten die T- 
Zellvermittelten Krankheitssymptome zuruckgehen oder diese zumindest gunstig 
beeinflussen. 



Die anderen Proteasen wirken in ahnlicher Weise wie Trypsin. 



In einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird als proteolytisches Enzym Trypsin, Bromelain, 
Papain und gegebenenfalls Rutin verwendet Oder eine Kombination derselben. 

Die erfindungsgemafc verwendeten Enzyme lassen sich kostengunstig aus den folgenden 
Rohmaterialien isolieren. 

Bromelain ist ein proteolytisch wirksames Enzym aus dem Prelisaft der Ananas und kann 
^ auch noch aus reifen Fruchten isoliert werden. 

• 

Papain ist ein proteolytisches Enzym, das aus dem Milchsaft der unreifen, fleischigen 
Fruchte des Melonenbaums Carica papaya gewonnen wird. Reines Papain ist ein kristalli- 
nes Polypeptid mit einem MG. von 23350, das aus einer Kette von 212 Aminosaureresten 
mit 4 Disulfid-Brucken besteht; Sequenz und Raumstruktur sind bekannt. Papain wird viel- 
faltig eingesetzt: Aufgrund seiner Protein-spaltenden Eigenschaft als "Fleischzartmacher" 
Oder "Murbesalz", zum Klaren von Bier, zur Brot- und Hartkeksherstellung, in der Lederzu- 
bereitung, in der Textil-lndustrie zum Entbasten von Seide und zur Verhinderung von Woll- 
verfilzung, in der Tabak-lndustrie zur Qualitatsverbesserung, zur Ruckgewinnung von Sil- 
ber aus verbrauchtem photographischem Material, ferner in der Bakteriologie zur Pepton- 
Gewinnung. In der Medizin dient Papain bereits zur Unterstutzung der enzymatischen Ver- 

•dauung, zur enzymatischen Wundreinigung und als Zusatz zu Zahnprothese-Reini- 
gungsmitteln. Fur Spezialzwecke werden Papain-Praparate auch an Kunststoffpolymere 
Oder Agarose tragergebunden angeboten. Papain ist auch als Katalysator zur Synthese 
von Oligopeptiden verwendet worden. 

Trypsin ist ein proteolytisches Enzym, das ebenfalls im Pankreas gebildet wird und in Ver- 
bindung mit anderen Enzymen bereits therapeutisch eingesetzt wird. Es gehort zu den Se- 
rin-Proteinasen. Kristallines Trypsin hat ein MG von ca. 23300, ist in Wasser, nicht aber in 
Alkohol loslich, besitzt ein Wirkungsoptimum bei pH 7-9 und spaltet Peptid-Ketten spezi- 
fisch Carboxy-seitig der basischen Aminosaurereste L-Lysin und L-Arginin. Die raumliche 
Struktur des aus 223 Aminosauren bestehenden Trypsins ist bekannt. 



Eine beson ders qute Wirk samkeit zeiat sic h bei der Verwendung einpr Knmhinatinn riPr 
Enzyme Bromelain, Papain und/oder Trypsin. Neben der bemerkenswerten und unerwarte- 
ten Wirkung dieser Enzyme hat die kombinierte Verwendung der genannten Enzyme wei- 
terhin den Vorteil, daft auch bei einer Langzeitanwendung keine schadigenden Nebenwir- 
kungen auftreten. 

Weiterhin kann zusatzlich Rutosid dem Medikament beigemischt werden. Rutosid ist ein 
Glycosid, das zu den Flavonoiden gehort. 

Eine besonders gute Wirksamkeit hat die kombinierte Verwendung von 20 bis 100 mg 
Bromelain, 40 bis 120 mg Papain und 10 bis 50 mg Trypsin pro Dosiseinheit. 

Ganz besonders bevorzugt ist eine Kombination von 90 mg Bromelain, 120 mg Papain und 
100 mg Rutosid x 3H 2 0. 

In einer anderen bevorzugten Ausfuhrungsform wird eine Kombination von 48 mg Trypsin, 
90 mg Bromelain und 100 mg Rutosid x 3H 2 0 verwendet. Diese Kombination wird z.B. 
unter dem Namen Phlogenzym von der Firma Mucos Pharma GmbH & Co. in Deutschland 
vertrieben. 

Jin einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform werden 10 bis 100 mg, besonders bevor- 
zugt 100 mg Rutosid x 3 H 2 0 pro Dosiseinheit verwendet. 

Das Medikament kann weiterhin alle ublichen Hilfs- und/oder Tragerstoffe enthalten. 

Als Hilfs- und Tragerstoffe kommen z.B. Lactose, Magnesiumstearat, Stearinsaure, Tal- 
kum, Methacrylsaure, Copolymerisat Typ A, Shellack, Makrogol 6000, Dibutylphthalat, Va- 
nillin, Titandioxid, weiGer Ton, Polyindon, gelbes Wachs und Carnaubawachs in Frage. 

Die Erfindung betrifft ferner die zusatzliche Verwendung yon a 2 -Makroglobulin (a 2 -M). a 2 -M 
ist einer der wichtigsten Inhibitoren von Proteinases a 2 -M reagiert mit einer Vielzahl von 
Endopeptidasen. Die Reaktion von a 2 -M mit der jeweiligen Proteinase lauft in der Regel so 



ab, daft a 2 -M einer Konformationsanderung unterliegt, nachdem es in Kontakt mit der Pro- 
teinase gekommen ist und diese daraufhin im Molekul festhalt Die Fn7yminhibitiQn beruht 
auf einer sterischen Behinderung, obwohl das aktive Zentrum des Enzyms seine Funktion 
behalt. Durch die Beeinflussung der Proteinase tragt a 2 -M zu einer tmmunmodulation 
durch Beeinflussung von T-Zellen bei. 

Die Erfindung betrifft weiterhin ein Verfahren zur Beeinflussung vori hyperaktiven T-Zellen, 
wobei die T-Zellen mit einem Oder mehreren proteolytischen Enzymen und gegebenenfalls 
Rutosid in Kontakt gebracht werden. 

1 Die foigenden Abbiidungen, Tabellen und Beispieie soilen die Erfindung im einzelnen erlau- 
tern. 

Abb. 1 CD4 (Epitop Leu3a)-Modulation durch Proteasen 



Angegeben ist der Median der reiativen Fluoreszenzintensitat der Targetzellen 
(Lymphozyten). Die Positivkontrolle (Referenz) sind unbehandelte Zellen, die mit dem fur 
CD4 spezifischen, monoklonalen Antikorper inkubiert wurden. Die Negativkontrolle sind 
unbehandelte Zellen, die mit dem Antikorper-lsotyp inkubiert wurden. Die Inkubationszeit 
mit den Enzymen betrug 60 min. Dargestellt sind die Daten von Spender 2 (vgl. Tab. 1) als 
Mittelwert von Doppelbestimmungen und Standardabweichung. 

^^^AbbJ2 CD4 (Epitope OKT4 und Leu3a)-Modulation durch Trypsin 

Angegeben ist der Median der reiativen Fluoreszenzintensitat der Targetzellen (Lympho- 
zyten). Die Positivkontrolle (Referenz) sind unbehandelte Zellen, die mit dem fur CD4 spezi- 
fischen monoklonalen Antikorper inkubiert wurden. Die Negativkontrolle sind unbehandelte 
Zellen, die mit dem Antikorper-lsotyp inkubiert wurden. Die Inkubationszeit mit den Enzymen 
betrug 60 min. Dargestellt sind die Daten von einem Spender (vgl. Tab. 2) als Mittelwert von 
Doppelbestimmungen und Standardabweichung. 

Abb. 3 Expression von Oberflachenmolekulen nach Phlogenzymbehandlung in vitro 



Der T-Zellhybridklon F.10.9 (obere Figuren) und der B-Zell Tumorklon B220 (untere Figu- 
ren) wurden jeweils mit 50 ug/ml an Phlogenzym bei 37°C inkubiert und anschlieftend 
markiert. 

a: Markierung der Isotypenkontrolle 

b: Markierung von HEL-behandelten Kontrollzellen 

c: Markierung nach Phlogenzymbehandlung 

Abp4 Proteolipidprotein (PLP): 139-1 51 Peptid-spezifische proliferative "recall response" 
in Mausen, die mit Phlogenzym Oder HEL gefuttert wurden 

^B D>e Mause wurden mit PLP: 139-1 51 Peptid immunisiert und mit 41 mg an Phlogenzym 

(geschlossene Symbole) Oder Huhnereiweiftlysozym (HEL; offene Symbole) gefuttert. Am 
Tag 30 wurden die Milzzellen in der Anwesenheit der angegebenen PLP- 
Peptidkonzentrationen auf ihre proliferative "recall response" getestet. Die Daten sind als 
Durchschnittswerte mit Standardabweichung von drei parallelen Kulturen einer Maus jeder 
Gruppe dargestellt und sind reprasentativ fur funf in jeder Gruppe getesteten Mause. Diese 
Ergebnisse wurden in zwei Experimenten reproduziert. 

App - 5 Cytokin "recall response" in Mausen, die mit Phlogenzym und HEL als Kontrolle 
behandelt wurden 

^^A5 SJL-Mause pro Gruppe wurden mit PLP:139-151 Peptid immunisiert. Vom Tag der Im- 

^^munisierung an wurden sie zweimal taglich durch kunstliche Ernahrung mit 42 mg an Phlo- 
genzym Oder einer aquivalenten Dosis an HEL gefuttert. Lymphzellen wurden in ELISA 
spot-Tests auf IL-5 (A) und IL-4 (B) Produktion in der Anwesenheit von Medium alleine 
Oder PLP: 139-1 51 Peptid in den angegebenen Konzentrationen getestet. 

Weilie Balken: kranke Kontrollmause, gefuttert mit 42 mg an HEL, getestet am Tag 21 
graue Balken: nicht erkrankte Mause, gefuttert mit 42 mg an Phlogenzym, getestet 
am Tag 21 

schwarze Balken: mit HEL behandelte Mause, getestet am Tag 60 nach Rekonvaleszenz 
von allergischer Encephalomyelitis 



Die Paten stellen den Durchschnittswert unci die Standardabweichung von drei parallelen 
Kulturen einer Maus jeder Gruppe dar und sind reprasentativ fur funf Mause, die in diesem 
Experiment in jeder Gruppe getestet wurden. Die Ergebnisse wurden in drei Experimenten 
reproduziert 

Abb. 6 Ausbildunq von allergischer Encephalomyelitis in Mausen, die oral mit Phlogenzym 
und HEL behandelt wurden 

_ Aktive allergische Encephalomyelitis wurde in Gruppen von je 10 SJL-Mausen pro Experi- 

• ment durch PLP: 139-1 51 Peptid-lmmunisierung injiziert, wahrend die Mause vom ersten 
Tag der Immunisierung an taglich zweimal durch kunstliche Ernahrung mit 8,2 mg 
(schwarze Kreise, 20 Mause) Oder 41 mg (helle Kreise, 30 Mause) an Phlogenzym gefut- 
tert wurden. Kontrollmause (ebenfalls 10 Mause pro Experiment) wurden mit aquivalenten 
Mengen an HEL gefuttert (helle Quadrate). Da kein Unterschied zwischen den mit 8,2 mg 
Phlogenzym und den 41 mg HEL gefutterten Gruppen bestand, wurden die Daten fur alle 
insgesamt 50 Kontrollmause zusammen berechnet. Die durchschnittliche Kranheitsrate lag 
fur die Kontrollmause bei 3,7 und fur die mit 8,2 mg Phlogenzym behandelten Mause bei 
1,6. 

^ Beispiel 1 

Material und Methoden 
1. Material 
Zellkultur: 

Es wurde das Zellkulturmedium RPMI 1640 mit folgenden Zusatzen verwendet: NaHCC>3 
(Biochrom, 2 g/1); L-Glutamin (Biochrom, 2 mM), Na-Pyruvat (Biochrom, 1 mM), NaN3 
(Sigma, 0,01 %). 

Im Falle einer Stimulation derZellen wurde entweder Phythamagglutinin M (Biochrom, 5 
|jg/ml) odery-lnterferon (100 U/ml) eingesetzt. Die Stimulation derZellen erfolgte dabei 
uber 1-3 Tage mit Zusatz von 10 % fotalem Kalberserum (Biochrom). 



Als Targets fur die zu untersuchenden Enzyme wurden frisch isolierte, humane, periphere, 
mononukleare Blutzellen (Citratblut) verwendet. Nach der ublichen Isolation mittels Ficoll 
wurden die Zellen mehrfach gewaschen und frisch bei den Experimenten eingesetzt. 

In vivo -Experimente: 

Fur in_vjtro-Experimente mit Phlogenzym wurde der T-Zellklon F.10.9 und der B-Zellklon 
B220 verwendet. Bei in vivo -Experimenten mit Phlogenzym (Mucos Pharma GmbH & Co. 
^ GmbH) bzw. Huhnereiweiftlysozym (HEL; Sigma, St. Louis, MO) als Kontrolle wurden weib- 
j^^^liche SJL-MSuse (The Jackson Laboratories) im Alter von 6-10 Wochen eingesetzt. 

Das zur Induktion von allergischer Encephalomyelitis in Mausen verwendete Peptid Pro- 
teolipidprotein (PLP): 139-1 51 (H-KISQAVHAAHAE-OH; Princecton Biomolecules, Colum- 
bus, OH) wurde mit vollstandigem Complete Freud's Adjuvans (CFA; 2,5 mg/ml M. tubercu- 
losis H37RA; Difco Laboratories, Detroit, Ml) in unvollstSndigem Freud's Adjuvans (IFA; 
Gibco BRL, Grand Island, NY) vermischt, urn eine Emulsion von 1 mg/ml zu ergeben, von 
welcher jeder Maus 50 pi (50 ug/Maus) subkutan injiziert wurden. Ab Tag 8 nach der Im- 
munsierung wurden die MSuse auf die Entwicklung paralytischer Symptome untersucht 
und der Schweregrad der Krankheit wurde gemaft der Standardskala gemessen. 

Grad 1 : relaxierter Schwanz 

Grad 2: Hinterbeinschwache 

Grad 3: vollkommene Paralyse der Hinterbeine 

Grad 4: Quadriplegie 

Grad 5: Tod 

Urn die Ernahrung paralysierter Mause sicherzustellen, wurden in den Kafigen lange Was- 
serrohrchen eingesetzt und feste Nahrung in das Nest gelegt. 

2. Proliferationstest 

Dieser Test wurde wie in Lehmann et al., Nature, 1992, 358, 155-157 durchgefuhrt. Aus 
einem Milzorgan wurden Einzelzellsuspensionen hergestellt und 1 x 10 6 dieser Zellen wur- 



den jeweils in eine Vertiefung einer 96-Loch Flachbodenmicrotiterplatte in serumfreiem HL- 
1 Medium (Bio Whittaker, Walkersville. MP), eraanzt mit 1 mM L-Glutamin, ausgesat Anti- 
gene Oder Peptide wurden zu einer Endkonzentration von 100 pg/ml zugesetzt. Wahrend 
der letzten 18 h der 4-Tages-Kultur wurde 3 H-Tymidin (1 pCiA/ertiefung) zugesetzt. Die 
Inkorporation der radioaktiven Markierung wurde durch ScintillationszShlung gemessen. 



3. Cytokin-Messung durch ELISA-Spot Tests 





Die Methode wurde bereits von Forsthuber et al., Science (1996), 271, 1728-1730 be- 
schrieben. 

ImmunoSpot-Platten (Autoimmun Diagnostika, Beltsville, MD) wurden uber Nacht mit den 
spezifisch IFN-y oder IL-5-bindenden Antikorpern R46-A2(4 pg/ml) Oder TRFKS- (5 pg/ml) 
in PBS beschichtet. Die Platten wurden mit 1% BSA in PBS unspezifisch fur 1 h bei 
Raumtemperatur geblockt und 4-mal mit PBS gewaschen. 1 x 10 6 Milzzellen wurden allei- 
ne in HL-1 Medium Oder mit Peptiden in spezifischen Konzentrationen ausplattiert und 
wurden im Falle von IFN-y fur 24 h und im Falle von IL-5 fur 48 h kultiviert. AnschliefJend 
wurden die Zellen durch Waschen entfernt und der Antikorper fur die Detektion (1 pg/ml 
XMG1.2-HRP fur IFN-y oder 4 (jg/ml TRFK4 fur IL-5) zugesetzt und uber Nacht inkubiert. 

Fur IL-5 wurde das Antigen anti-lgG2a-HRP (Zymed) zugesetzt und fur 2 h inkubiert. Der 
etzte an die Platte gebundene Antikorper wurde durch Zugabe von AEC visualisiert. Fur 
die Bewertung der Ergebnisse wurde ein Series 1 ImmunoSpot Image Analyzer 
(Autoimmun Diagnostika) eingesetzt. 



4. Verwendete monoklonale Antikorper 

Fur die spezifische Erkennung der Oberflachenstrukturen der Leukozyten wurden mono- 
klonale Antikorper verwendet Diese erkennen auf den entsprechenden Antigenen jeweils 
ein definiertes Epitop, welches bei den untersuchten Antigenen nur ein einziges Mai in der 
Struktur vorkommt. In Ubersicht 1 sind die untersuchten Oberflachenmarker, die monoklo- 
nalen Antikorper sowie die analysierten Targetzellen dargestellt. 
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Ubersicht 1 : Analysierte Oberflachenmarker, verwendete monoklonale Antikorper und Tar- 
getzellen der Enzvmbehandlung 



Marker 


Epitop AK-Bez. 


Fluorochrom 


Produzent 


Target-Zelle 


CD4 


Leu3a 


PE 


B.D. 


T-Lymphozyten 




OKT4 


FITC 1 


Ortho 2 


T-Lymphozyten 



1 Fluoreszeinisothiocyanat, griine Fluoreszenz; 

2 Ortho Diagnostics 



^^^5. Inkubationsbedingungen 

Die frisch isolierten und aufbereiteten Zellen wurden mit den Enzymen Bromelain, Papain 
und Trypsin (Arzneimittel-lnhaltsstoffe der Fa. Mucos Pharma GmbH & Co.) oder Phlogen- 
zym (vertrieben von der Fa. Mucos Pharma GmbH & Co.) und HEL (Huhnereiweifclysozym) 
mit den jeweils in den Legenden der Tabelle und Abbildung angegebenen Konzentration 
inkubiert. Bei der Mischung der drei Enzyme entsprach das Mischungsverhaltnis 22,7 : 15,5 
: 11,9 (Bromelain : Papain : Trypsin, bezogen auf 40 ug/ml, "BPT"). Es wurden drei Enzym- 
konzentrationen (40, 10, 2,5 ug/ml) fur BPT untersucht und eine Konzentration von 50 ug/ml 
an Phlogenzym eingesetzt. Die Inkubation fand in serumfreiem Medium bei 37°C statt. 

^^^^ Die Proteasen wurden unmittelbar vor der Inkubation angesetzt. In den Zellkulturmedien war 
^^Bo,01 % Natriumazid enthalten. Durch diesen Zusatzwerden die Zellen daran gehindert, 

wahrend des Inkubationsprozesses Oder der Waschvorgange Rezeptormolekule erneut zu 
exprimieren. Nach dem Auswaschen des Zellkulturmediums sind die Zellen wieder aktivier- 
bar (nicht demonstriert). 

Nach entsprechender Inkubation der Zellen mit den jeweiligen Enzymen, Auswaschen der 
Enzyme und der Markierung mit monoklonalen Antikorpern (nach Angaben der Hersteller) 
wurde sofort die Analyse der Oberflachenmarker vorgenommen. 

6. Analytische DurchfluRcytometrie 

Alle Untersuchungen zur Modulation von Zelloberflachenmolekulen wurden mittels analyti- 
scher DurchfluriCytometrie (FACSCAN, Fa. Becton Dickinson, Heidelberg) unter Verwen- 



dung einer geratespezifischen Software (Lysis I) durchgefuhrt. Fur Experimente mit Phlo- 
genzym wurde die Cell Quest Software (Becton Dickinson, Mountain View, CA) eingesetzt. 
Bei entsprechender Einstellung des Gerates sowie der Mitfuhrung von Referenzen, d.h. 
Zellen, die ohne Enzyme aber in derselben Prozedur behandelt wurden, erfolgte die Mes- 
sung. 




Fur die monoklonalen Antikorper wurde eine entsprechende fluoreszenzkonjugierte Isoty- 
penkontrolle mitgefuhrt. Hierbei handelt es sich um Maus-lmmunglobulin, mit welchem die 
Kapazitat der unspezifischen Bindung der Targetzellen durchfluficytometrisch erfafit wird. 

Pro Histogramm wurden 10 000 Zellen gemessen. Die jeweilige Zellpopulation wurde mit 
einem sogenannten "elektronischen Gate" separiert, in dem sich dann mindestens 3 500 
Zellen befanden. 




7. Darstellung der Ergebnisse 

7.1 Proteolytische Spaltung von Oberfiachenmolekulen durch Trypsin, Bromelain, 
Papain und BPT 

Die Auswertung und Analyse der Daten erfolgte unabhangig vom Meftvorgang auf dem 
Durchfluflcytometer mittels einer geratespezifischen Software. Dabei wurden jeweils die 
Histogramme der Kontrollen, d. h. der unbehandelten Zellproben, mit den Histogrammen 
der enzymbehandelten Zellen verglichen. 

Die Rohdarstellung umfaflt ein optisch eindrucksvolles, aber relativ unubersichtliches Hi- 
stogramm, bei dem verschiedene Einzelmessungen ubereinander gelagert abgebildet 
sind. Fur diese Untersuchungen ist nicht der prozentuale Anteil einer Subpopulation an der 
gesamten Leukozytenpopulation die MeftgrolJe, sondern die relative Rezeptordichte, die 
sich als Fluoreszenzintensitat darstellt. 



Aus diesen Histogrammen lassen sich Daten ableiten, welche die relative Fluoreszenzin- 
tensitat der Einzelmessung reflektieren. Diese ist ein Mad fur die relative Rezeptor- Oder 
Oberflachenmolekuldichte bei einer gemessenen Zellpopulation. 
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Die Saulengraphiken zeigen in logarithmischer Darstellung den Median der relativen Fluo- 
reszenz (Abb. 1 , 2). Es ISftt sich so gegenuber der Referenz die Reduktion der Dichte des 
jeweiligen Oberflachenmolekuls in Abhangigkeit von der Enzymkonzentration darstellen. 

In den Tabellen sind die Daten unabhangiger Experimente enthalten (Tabelle 1,2). Wird in 
der Tabelle beispielsweise ein Wert von 40 % angegeben, so bedeutet das, dafS bei die- 
sem Antigen 40 % alter Oberflachenmolekule durch das Enzym so verandert ist, daft der 
spezifische monoklonale Antikorper sein Epitop nicht mehr erkennt. Wird keine Reduktion 
beobachtet, so erscheint in den Tabellen der Wert "0". Die angegebene Prozentzahl druckt 
somit die Enzymleistung gegenuber den einzelnen Antigenen aus. Werte bis zu 20 % wer- 
len im Einzelfall als nicht relevant angesehen. 

Fur eine Bewertung der Wirkung der Enzyme auf die einzelnen Antigene ist es gunstig, 
einen geeigneten VergleichsmaGstab zu wShlen. Bis auf wenige Ausnahmen wurden alle 
Untersuchungen unter standardisierten Inkubationsbedingungen durchgefuhrt. Damit kann 
fur diese experimentellen Bedingungen die aus fruheren Forschungsberichten bekannte 
Halbeffektkonzentration angegeben werden. 

Zur Berechnung der Halbeffektkonzentration wurden die Daten mittels nicht-linearer Re- 
gression ausgewertet. Der Median der Fluoreszenzintensitat versus eingesetzter Enzym- 
konzentration und Referenz werden zueinander in Beziehung gesetzt, und daraus ISISt sich 
l^^die Menge an Enzym berechnen, die zu e.iner 50%igen Reduktion der relativen Fluores- 
^^Bzenzintensitat bzw. der in der Struktur veranderten Rezeptordichte fuhrt. 

In Tabelle 1 ist die CD4(Epitop Leu3a)-Modulation auf Lymphozyten durch die Proteasen; 
Bromelain, Papain, Trypsin und die Proteasemischung BPT dargestellt. Angegeben ist die 
prozentuale Reduktion des Medians der relativen Fluoreszenzintensitat, die ein Mafl der 
Enzymleistung ist. Die Inkubationszeit mit den Enzymen betrug 60 Min. Es sind die Er- 
gebnisse von zwei Experimenten mit Zellen von zwei verschiedenen Spendern darge- 
stellt. 



Enzym Nr. 40 pg/ml 10|jg/ml 2,5 pg/ml 



Bromelain 1 24.6 



2 16,2 0 0 

Papain 1 2,5 3,2 0 

2 0 0 5,7 

Trypsin 1 99,3 93,0 64,1 

2 99,4 96,2 57,5 

BPT 1 98,3 49,3 23,0 

2 99,4 79,2 20,2 

Tabelle 2 zeigt die Modulation der CD4-Epitope Leu3a und OKT4 durch Trypsin auf 
Lymphozyten. Angegeben ist die prozentuale Reduktion des Medians der relativen Fluo- 
reszenzintensitat, die ein Mad der Enzymleistung ist. Die Inkubationszeit mit den Enzy- 
men betrug 60 Min. Es sind die Daten von einem Spender dargestelft. 




Enzym Epitop 40 pg/ml 20 pg/ml 10 pg/ml 

Trypsin Leu3a 98,5 96,7 87,1 

OKT4 6,5 6,3 19,5 

Epitop 5 ug/ml 2,5 ug/ml 1,25 ug/ml 

Trypsin Leu3a 65,2 41,9 28,8 

OKT4 13,3 10,8 9,3 



7.2 Proteolytische Spaltung von Oberfiachemolekulen durch Phlogenzym 

Es wurde untersucht, welche Zelloberflachemolekule, die an der Interaktion zwischen T- 
Zellen und Antigen prasentierenden Zellen (APZ) beteiligt sind, von Phlogenzym gespal- 
ten werden konnen. In Abb. 3 wird gezeigt, dali eine zweistundige Enzymbehandlung (50 
pg/ml) von T- und B-Zellhybridomen die Erkennung von CD4, CD44 und B7-1 durch ent- 
sprechende FACS-Marker deutlich reduziert, wahrend die CD3-Markierung nicht betroffen 
ist. Ebenso war die Erkennung von MHC Klasse I, MHC Klasse II und LFA-1-Molekulen 
nach Inkubation mit Phlogenzym nicht verandert, wahrend die Erkennung von ICAM-I und 



B7-1-Zelloberflachenmolekulen leicht reduziert war. Diese Ergebnisse demonstrieren, 
daR Proteasen trotz ihrer ubiquitaren Spaltungsmotive sehr selektiv Veranderungen der 



Zelloberflachenmolekule verursachen konnen. 



7.3 Rechtsverschiebung der Dosis-Wirkungskurve fur T-Zellaktivierung in MMusen, 
denen Phlogenzym oral zugefuhrt wurde 

Da der Schwellenwert fur die T-Zellaktivierung abhangig ist von der Anzahl an akzessori- 
schen Molekulen sollte die Spaltung von CD4-, CD44- und B7-1- Molekulen eine Rechts- 
verschiebung der Dosiswirkungskurve fur die T-Zeliantwort verursachen. Es wurde daher 
die proliferative "recall response" auf Peptid PLP:193-151 in frisch isoiierten Milzzellen an 
iMausen getestet, welche mit diesem Peptid immunisiert wurden und welchen Phlogen- 
zym Oder HEL uber eine Sonde zur kunstlichen Ernahrung zugefuhrt wurde (41 mg En- 
zym/Maus, zweimal taglich). Die Ergebnisse sind in Abb. 4 dargestellt. Die Antwort der 
Phlogenzym-behandelten Mause betrug ca 10-40 % der Antwort, die bei Kontrollmausen 
gemessen wurde. Zusatzlich war bei submaximalen Peptidkonzentrationen die Dosiswir- 
kungskurve in der Phlogenzym-behandelten Gruppe nach rechts verschoben. Dies zeigt, 
dali Phlogenzymbehandlung in vivo die T-Zellfunktion in einer Weise modifiziert, die ei- 
nem erhohten Schwellenwert fur T-Zellaktivierung, welche aus der Spaltung akzessori- 
scher Molekule, die an der T-Zell/APZ-lnteraktion beteiiigt sind, entspricht 




7.4 T h eifer 2-Zell-Switching der autoantigenen spezifischen T-Zellantwort in Phlogen- 
zym-behandelten Mausen 



Schwache T-Zellaktivierung mit niedriger Aviditat induziert gewohnlich eine T He ifer2-Zell- 
Antwort (Th2). Da B7-1 -Molekule die Th1-Entwicklung fordern, konnte die Spaltung dieser 
Molekule einen Th2-Switch der Autoimmun-T-Zellantwort bedingen. Urn diese Moglichkeit zu 
testen, wurden Mause mit dem Peptid PLP: 139-1 51 immunisiert und die Cytokinqualitat der 
"recall response" auf dieses Peptid untersucht. Die Mause wurden entweder mit zweimal 41 
mg/Maus/Tag an Phlogenzym Oder HEL gefuttert und 21 Tage nach der Immunsierung 
getestet; zu einem Zeitpunkt, an dem die meisten der HEL-gefutterten Kontrollmause, je- 
doch keine der Phlogenzym-behandelten Mause allergische Encephalomyelitis entwickelt 
hatten. Milzzellen der erkrankten HEL gefutterten Mause zeigten keine signifikante IL-4 
(Abb. 5A) Oder IL-5 (Abb. 5B) Produktion in Antwort auf das PLP: 139-1 51 Peptid im Ver- 



gleich zu der Medium-Kontrolle (weifie Balken), zeigten jedoch eine starke IFN-y-'tecall 
response" auf dieses Peptid. Die Phlogenzym-behandelten Mause, welche nicht erkrankt 
waren, zeigten dieselbe starke PLP:139-151 spezifische IL-4 und IL-5 Produktion (graue 
Balken). Die IFN-y-Yecall response" war nicht signifikant verschieden zwischen den beiden 
Gruppen. Daher wurde in den Phlogenzym-behandelten Mausen die Th2-Antwort verstarkt. 
Diese Cytokin-'recall response" vom Th2-Typ wurde ebenfalls drei Monate nach Immunisie- 
rung in den Kontrollmausen gesehen, zu einem Zeitpunkt, zu dem sich die Mause von aller- 
gischer Encephalomyelitis erholt hatten (schwarze Balken). 

§| _ 7.5 Orale Verabreichung von hydrolytischen Enzymen verhindert Entwicklung von 
'^^^ diiergischer Encephaiomyeiitis 

Jeder Maus wurden uber eine Sonde zur kunstlichen Ernahrung 8,2 mg Phlogenzym zwei- 
mal taglich gefuttert, was nach Gewichtskorrektur der aquivalenten menschlichen Dosis 
entspricht. Kontrollmausen wurde dieselbe Menge an HEL verabreicht. Zusammen mit der 
Enzymverabreichung fand die Immunisierung mit dem krankheitsinduzierenden PLP-Peptid 
139-151 statt und wurde bis zum Ende des Experimentes fortgesetzt. Die Mause wurden 
taglich daraufhin untersucht, ob sie paralytische Symptome, welche fur allergische Encepha- 
lomyelitis charakteristisch sind, entwickeln. 39 der 50 KontrollmSuse (78%; Abb. 6; rechtek- 
kige Symbole) entwickelten Krankheitssymptome mit einer durchschnittlichen Krankheitsrate 
von 3,7, wahrend lediglich 4 der 20 mit Phlogenzym behandelten Mause (20%; Abb. 6; 

•kreisformige Symbole) Symptome mit einer durchschnittlichen Krankheitsrate von 1,6 ent- 
ivickelten. Da Mause einen schnelleren Metabolismus als Menschen haben, wurde die Phlo- 
genzymdosis erhoht, urn zu testen, ob dies einen starkeren Effekt hervorrufen kann. Es 
wurde festgestellt, dad die 5-fache Dosis (41 mg/Maus, zweimal taglich) die Entwicklung von 
allergischer Encephalomyelitis in insgesamt 30 getesteten MSusen vollstandig inhibierte 
(Abb. 6; dreieckige Symbole). Bei kontinuierlicher Behandlung hatten die Mause keine 
Symptome in der einmonatigen Beobachtungsperiode, woraus geschlossen wurde, dafl 
orale Verabreichung von Phlogenzym einen starken krankheitsinhibierenden Effekt hat. 
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Patentanspruche 



1. Verwendung von mindestens einem proteolytischen Enzym und gegebenenfalls Rutosid 
zur Beeinflussung von hyperaktiven T-Zellen. 

2. Verwendung gemafi Anspruch 1, dadurch qekennzeichnet . dafi als proteolytisches En- 
zym Trypsin, Bromelain oder Papain Oder eine Kombination von einem oder mehreren 
dieser Enzyme verwendet wird. 

3. Verwendung gemafl Anspruch 1 oder 2, dadurch qekennzeichnet . daft zusatzlich Ruto- 
sid verwendet wird. 

4. Verwendung nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 3, dadurch qekennzeich- 
net , daB20 bis 100 mg Bromelain, 40 bis 120 mg Papain und 10 bis 50 mg Trypsin pro 
Dosiseinheit verwendet werden. 

5. Verwendung nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 4, dadurch qekennzeich- 
net , daft 90 mg Bromelain, 120 mg Papain und 100 mg Rutosid pro Dosiseinheit ver- 
wendet werden. 

| _ 6. Verwendung nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 3, dadurch qekennzeich- 
net, daft 90 mg Bromelain, 48 mg Trypsin und 100 mg Rutosid pro Dosiseinheit verwen- 
det werden. 

7. Verwendung nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 6, dadurch qekennzeich- 
net , daft zusatzlich a 2 -Makroglobulin verwendet wird. 

8. Verfahren zur Beeinflussung von hyperaktiven Zellen, wobei die hyperaktiven T-Zeilen 
mit einem oder mehreren proteolytischen Enzymen und gegebenenfalls Rutosid in 
Kontakt gebracht werden. 
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Zusammenfassunq 

Beeinflussung von hyperaktiven T-Zellen durch proteolytische Enzyme 

Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung von mindestens einem proteolytischen 
Enyzm zur Beeinflussung von hyperaktiven T-Zellen. Bevorzugte proteolytische Enzyme 
sind Trypsin, Bromelain und Papain. Auflerdem kann Rutosid verwendet werden. 
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